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Abstract 
Gold nanorods have been widely used in biological analysis due to their variable aspect ratio, 
large specific surface area and excellent optical properties. As we known, gold nanoparticle is the 
most commonly used probe in traditional immunochromatographic assay technology, while the 
application of gold nanorods in immunochromatographic analysis has rarely been reported. In 
this paper, gold nanorods modified with monoclonal antibody were used to construct a novel re-
porter probe, and applied in cotton thread immunochromatographic assay device successfully. 
The method has realized rapid, sensitive and quantitative detection of human ferritin (a lung can-
cer biomarker). Under optimal conditions, the linear range is 5 - 5000 ng/mL, and other proteins 
have little interference. 
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摘  要 

金纳米棒由于其可变长径比，大比表面积和优良的光学特性已被广泛应用于生物分析领域。我们知道纳

米金粒子是传统免疫层析分析技术中最为常用的一种探针，而金纳米棒在免疫层析分析技术中的应用报

道鲜见报道。本文利用金纳米棒修饰单克隆检测抗体，构建新型信号探针，并成功应用于棉线为载体的

免疫层析分析装置中，实现了肺癌标志物–人铁蛋白的快速，灵敏和定量检测。最优实验条件下线性范

围为5~5000 ng/mL，其他蛋白质干扰很小。 
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1. 引言 

肺癌是常见的恶性肿瘤，属于最难治的实体瘤之一。据 2016 年发表的中国癌症统计数据[1]和卫

生部公布的第三次全国居民死亡原因调查结果显示，过去 30 年间，肺癌死亡率在我国持续上升，肺

癌已成为我国最主要的恶性肿瘤死亡原因之一。由于肺癌患者的早期症状往往不显著，大多数患者发

现时已进入中晚期[2] [3] [4]。因此肺癌早期诊断及确诊就显得尤为重要。影像学资料分析是评估肺癌

的常规手段，但其不足之处在于诊断费用大，特异性较差(64%)。而生物标志物的使用则可以有效解

决这一难题[5] [6] [7]。人铁蛋白是常用的一种肺癌生物标志物，其浓度变化能够反映肺癌的存在，发

展阶段以及特性。 
近年来，免疫分析工作者们开发了许多方法来检测上述肺癌肿瘤生物标志物，包括电化学，荧光，

电化学发光，酶联免疫分析等检测手段。Sunil Kumar Arya 等人 2011 年在 Chemical Review 杂志上发表

了一篇综述论文，对近些年来检测肺癌标志物的生物传感器性能进行了比较[8]。虽然传统的生物传感器

技术能够提供比较高的检测灵敏度，但总还有这样或那样的不足，比如说有的方法需要复杂的操作步骤，

较长的分析时间，有的需要特别昂贵的检测设备。而一个共同的缺陷是都需要经过专门培训的人员来操

作。基于此，开发高灵敏性、高特异性、高准确率和高稳定性的可现场检测的免疫层析分析技术，实现

肺癌早期准确诊断是非常必要的。近年来我们课题组尝试采用棉线作为载体构建新型免疫层析分析装置，

实现了多种蛋白质生物标志物(人绒毛膜促性腺激素，C-反应蛋白，癌胚抗原等)的快速检测[9]-[14]。 
纳米金粒子是免疫层析分析技术中最为常用的探针，而金纳米棒在免疫层析分析中的应用鲜见报道。

本文利用金纳米棒修饰单克隆检测抗体，形成新型信号探针，成功应用于棉线免疫层析分析装置中，实

现了人铁蛋白的快速，灵敏和可视化定量检测。 

2. 实验材料及仪器  

2.1. 实验试剂及材料 

棉线(100%丝光)从西安棉线店购买。人类铁蛋白抗原、检测抗体(dAb)、捕获抗体(cAb)、癌胚抗原
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(CEA)、和鳞状细胞癌抗原(SCCA)购买于上海领潮生物科技有限公司。人类血清和人类免疫球蛋白

G(H-IgG)购买于北京鼎国生物科技有限公司。3-mercapto 丙酸(MPA)购买于上海阿拉丁化学有限公司。溴

化十六烷基三甲铵(CTAB)是购自天津光复精细化工研究所，NHS和 EDC购买于上海生工生物工程公司。

所有其他化学试剂均为分析纯试剂。所有缓冲溶液用超纯水配制。 

2.2. 仪器 

电子分析天平(德国赛多利斯公司，QUINTIX224-1CN)；pH 计(德国赛多利斯公司，PB-10/C)；恒温

干燥箱(中国上海一恒科技有限公司，DHG-9005)；台式高速离心机(中国上海一恒科技有限公司，

BLF-15K)；佳能扫描仪(网购)；高纯水蒸馏器(中国常州国华电器有限公司，SYZ-B)；灭菌釜(中国上海

博讯工业贸易有限公司，YXQ-LS-50SII)。 

3. 实验内容 

3.1. 金纳米棒探针(GNRs-dAb)的制备 

GNRs 是通过种子生长法合成的。获得的 GNRs 10000 转离心 30 分钟分离纯化两次。1 毫升金纳

米棒溶液中加入一百毫升 375 μM MPA 反应 2 h 形成自组装膜,然后在 7800 转离心 20 分钟。去掉上层

清液，MPA-GNRs 沉积物分散在 1 毫升去离子水中。接下来，3.3 μL 40 mg/mL EDC 和 2.5 μL 30 mg/mL 
NHS 加入 MPA-GNRs 溶液中室温反应 2 h 活化 MPA 上的羧基。调节 pH = 8.2，然后 8 mL 2.5 mg/mL
单克隆检测抗体滴加到上述溶液中室温孵化 5 h，6800 转使离心 10 min 弃掉上层清液。GNRs-dAb 沉

淀重新分散在 200 μL PBST 中(0.25% Tween-20)。把获得的金纳米棒探针溶液储存在 4℃下，以供将来

使用。 

3.2. 构建基于金纳米棒探针的棉线免疫装置检测人铁蛋白 

棉线用 2 M 氯化钠煮 30 分钟，然后分别在 0.01%过氧化氢和 0.01 M 盐酸溶液中浸泡 5 分钟，用大

量的超纯水清洗。最后，棉线在恒温干燥箱中 37℃干燥然后存储待进一步使用。检测区固定 1 μL 1.2 
mg/mL 人类铁蛋白的捕获抗体(每次 0.25 μL,每一步后在 37℃干燥 10 分钟)，然后在干燥箱 37℃干燥 1 h。
在一个干净的塑料垫以并行方式宽约 2.5 厘米处贴上双面胶带。棉线粘在双面胶带上，在棉线的中间位

置修饰捕获抗体，棉线的中间区域就是检测区。在棉线的一端放置一个吸水垫(2 × 1 厘米)作为毛细泵吸

液体。样品垫放在棉线的另一端。进行实验时，25 μL 用缓冲液(0.01 M PBS 含 0.25% Tween-20)分散的含

有一定浓度的人铁蛋白抗原的样品溶液添加到样品垫上，样品溶液沿着棉线向吸水垫流动。20 分钟内，

检测区就可以肉眼可见一条紫色条带。定量分析时，紫色的条带使用扫描仪得到高分辨率的图片再结合

“ImageJ”软件分析得到定量结果。在复杂生物基质中检测人铁蛋白，如人类血清，金纳米棒探针离心

后的沉淀 GNRs-dAb 分散在 12.5 μL 血清和 12.5 μL 缓冲液(PBST)的混合物中。其他的步骤与上述步骤类

似。 

4. 实验结果与讨论 

4.1. 基于金纳米棒探针在棉线免疫层析分析装置上检测人铁蛋白 

基于金纳米棒探针在棉线免疫层析分析装置上检测人铁蛋白的原理是基于棉线上的夹心免疫反应。

实验中使用的棉线直径约为 600 µm。在图 1 中可以看到棉线粘在两个平行放置的双面胶带上，棉线的一

端放置了滤纸作为吸水垫用以吸收液体，另一端黏贴了玻璃纤维膜作为样品垫。位于棉线的中间的检测

区修饰了人铁蛋白捕获抗体。 
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Figure 1. The principle of the gold nanorods (GNRs) based on cotton thread immunoassay device for determination of Hu-
man ferritin  
图 1. 基于金纳米棒探针在棉线免疫层析分析装置上检测人铁蛋白的示意图 
 

检测时，一定浓度的人铁蛋白溶液与修饰在金纳米棒表面的检测抗体在离心管中室温混合后再滴加

到样品垫上，形成的 GNRs-dAb-Ag 复合物的混合溶液由于毛细管作用会沿着棉线流动，流经棉线的检测

区时将被预先固定在检测区域的捕获抗体捕获，形成一个夹心免疫复合物 GNRs-dAb-Ag-cAb。因此，由

于 GNRs 的聚集，在检测区将出现一个可视化的紫色条带(图 1(B))。产生的条带的颜色强度随着铁蛋白

抗原的浓度不同而变化。使用扫描仪和图片处理软件可以进行定量分析。 
图 2 显示的是金纳米颗粒作为信号探针图 2(A)和金纳米棒作为信号探针图 2(B)在棉线免疫层析分析

装置上检测 0 和 5000 ng/mL 的人铁蛋白得到的结果对比图。如图 2 所示，在 5000 ng/mL 人铁蛋白存在

下，金纳米棒作为信号探针时，棉线上检测区出现明显的紫色的条带，没有铁蛋白时观察不到紫色条带。

而金纳米粒子作为信号探针时，不管样品溶液中是否含有人铁蛋白，棉线上检测区几乎看不到紫色的条

带。相应的金纳米棒作为探针时紫色条带却很明显，这是因为金纳米棒比金纳米粒子光学性能更为优异。

通过电镜表征得知，纳米金粒子尺寸为 15 nm 左右，纳米金棒长约 35 nm，直径约 12 nm。(电镜表征图

略) 

4.2. 实验条件优化 

4.2.1. 检测区捕获抗体固定次数的影响 
装置的响应性能和检测区捕获抗体的滴加次数紧密相关。如图 3 所示，黑色柱子表示的是背景信号

值(样品溶液中不含有人铁蛋白)，灰色柱子表示的是相应的响应信号值(样品溶液中含有人铁蛋白)。当我

们在检测区滴加了不同次数浓度为 1.2 mg/mL ferritin 捕获抗体(滴加次数分别为 1，2，3，4)，结果表明，

随着捕获抗体重复次数增多，背景(黑条)和相应的响应信号(灰条)也增强。当捕获抗体的重复滴加次数为

四次时，信噪比(S/N)达到最大。如果滴加次数大于四次时，由于背景信号的增大信噪比 S/N 将减小。因

此选择捕获抗体的最佳滴加次数为四次。 
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Figure 2. Comparison images in the presence of 0 and 5000 ng/mL human ferritin based on gold nanoparticle and gold na-
norod as probes  
图 2. 金纳米粒子和金纳米棒作为探针检测 0 和 5000 ng/mL 人铁蛋白对比图 
 

 
Figure 3. Dropping times of captured antibodies in the detection area  
图 3. 检测区捕获抗体的滴加次数 

4.2.2. 金纳米棒探针用量的影响 
纳米棒金探针的用量在改善装置的灵敏度方面起着很大的作用。使用更多的金纳米棒探针将提高

免疫反应效率，产生更多免疫复合物并增强检测区条带的颜色强度。然而，过量的金纳米棒探针将导

致装置的响应信号和背景信号都增强，这是因为探针在棉线上存在非特异性吸附。另一方面，少量的

金纳米棒探针将会减弱金纳米棒、人铁蛋白抗原和捕获抗体之间的结合效率，这将导致更低的响应信

号。如图 4 所示，金纳米棒探针用量从 75 μL 增加到 150 μL 时，当体积达到 125 μL 时装置的响应信号

(样品溶液中有人铁蛋白)比较强，而相应的背景信号(样品溶液中无人铁蛋白)比较低。因此确定金纳米

棒探针的最优体积为 125 μL。 
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Figure 4. Effect of the amount of gold nanorod probe 
图 4. 金纳米棒探针用量的影响 

4.2.3. 其他蛋白质的影响 
特异性是免疫传感器性能的一个重要参数。如图 5 展示了样品溶液为缓冲液(空白)、5000 ng/mL 鳞

状细胞癌抗原(SCCA)、癌胚抗原(CEA)、人类免疫球蛋白(IgG)和人铁蛋白(ferritin)时得到的响应信号值对

比图 5(A)和相应的棉线检测区扫描图 5(B)。我们从图 5(A)可以看到，在 5000 ng/mL 铁蛋白存在下，装

置的响应信号非常强，而在缓冲液(空白)、5000 ng/mL SCCA、CEA 或人类免疫球蛋白存在时的响应信号

都非常小，可以忽略。此外，检测人铁蛋白时，从扫描图片上也可以直接用眼睛观察到棉线的检测区出

现的紫色条带(图 5(B))，这些结果显示了基于金纳米棒探针的棉线免疫分析装置具有优良的选择性。 
 

 
Figure 5. Responses (A) and (B) Typical photo images of the GNRs based cotton thread immunoassay device with sample 
solution containing PBST (Blank), 5000 ng/mL SCCA, CEA, human IgG and ferritin 
图 5. 缓冲液(空白)、5000 ng/mL SCCA、CEA、人 IgG 和人铁蛋白存在时的响应信号值对比图(A)和相应的棉线检测

区扫描图片(B) 
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4.2.4. 工作曲线 
如图 6(B) (曲线 a→f)所示，用扫描仪和“ImageJ”软件扫描棉线检测区颜色条带时，得到的颜色强

度峰面积随铁蛋白浓度的增加增加。以峰面积与人铁蛋白浓度的对数值作图得到工作曲线，从图 6(A)可
以看出信号值与人铁蛋白浓度在 5 ~ 5000 ng/mL 范围内呈良好线性关系 7。检测限为 5 ng/mL (S/N ≥ 3)。
为了测试该装置的实用性，我们还尝试检测人血清中的人铁蛋白(图略)。我们发现如果样品溶液只用人血

清分散，装置的灵敏度会降低，因此用人类血清和 PBST(1:1)的混合溶液来稀释人铁蛋白标准溶液。结果

表明，采用金纳米棒探针在人血清中检测铁蛋白，结果良好，得到了类似于图 6 的工作曲线。 
 

 
Figure 6. The resulting calibration curve (A) of the cotton thread immunoassay device employing gold nanorods in the 
presence of different concentration of human ferritin and corresponding peaks (B) under optimal conditions. From a to f: 5, 
50, 100, 500,1000 and 5000 ng/mL 
图 6. 缓冲液中检测人铁蛋白的工作曲线(A)和检测区颜色条带的强度峰对比图(B)。人铁蛋白浓度从 a 到 f 依次为:5、
50、100、500、1000 和 5000 ng/mL 

5. 结论 

我们成功构建了基于金纳米棒探针的棉线免疫层析分析装置，并用于检测人铁蛋白，检测限可以达

到 5 ng/mL。通常在金纳米棒上固定抗体是通过物理吸附来得以实现的，但这种物理吸附结合的方式效率

并不是很高。而在本研究中采用 MPA 使金纳米棒功能化，MPA 含有巯基和羧基，巯基可以用来与金纳

米棒结合，而羧基可以使用 EDC-NHS 活化，单克隆检测抗体与 GNRs 之间通过 MPA 共价结合在金纳米

棒表面，这样的结合方式明显提高了抗体固定效率，也使得基于金纳米棒探针的棉线免疫层析分析装置

性能更好。另外，研究还发现，在相同实验条件下，基于 MPA 功能化的金纳米棒探针的棉线免疫层析分

析装置比基于金纳米粒子探针的棉线免疫层析分析装置灵敏度高，而且前者检出限远远低于后者。这应

该是是我们使用的金纳米棒具有更优异的光学性能所致。除此之外，我们合成了不同长径比的金纳米棒，

有各种各样的颜色，如蓝色的、紫色、棕色和绿色等等。因此，以后的工作将采用不同颜色的金纳米棒

同时检测多种肺癌相关的蛋白质生物标志物。 
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